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k57 Resumen:
Tratamientos de columnas capilares de slice fundida
para la obtencion de capilares funcionalizados con
grupos vinilo.
Los capilares empleados para EC y CLCA consis-
ten normalmente en tubos de slice fundida debido
a sus buenas propiedades en terminos de resistencia
mecanica y transparencia a la radiacion ultravioleta-
visible. En el caso de EC, la buena conductividad
termica de la slice fundida ha sido ademas una pro-
piedad determinante para su empleo generalizado.
Estos capilares una vez funcionalizados son recubier-
tos de un polmero de modo que gracias a esta in-
teraccion covalente pared-polmero se asegura la du-
rabilidad y resistencia tanto mecanica como qumica
del recubrimiento.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: O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DESCRIPCION
Tratamientos de columnas capilares de slice
fundida para la obtencion de capilares funciona-
lizados con grupos vinilo.
Sector de la tecnica
Materiales. Cromatografa de lquidos.
Estado de la tecnica
En Cromatografa de Lquidos en Columnas
Abiertas (CLCA) se utilizan normalmente tubos
de slice fundida de muy peque~no diametro (5-
50 pm), realizandose en su interior la separacion
de las sustancias gracias al diferente reparto de
las mismas entre una fase lquida que fluye por el
interior del tubo y una fase estacionaria anclada
a la pared interna del capilar. En esta tecnica,
la deposicion de la fase estacionaria sobre dicha
pared es un requisito previo indispensable para
llevar a cabo cualquier separacion. La deposicion
de la fase estacionaria requiere toda una serie de
pre-tratamientos de la pared interna del capilar
que aseguren la reproducibilidad de la misma de
una preparacion a otra.
En Electroforesis Capilar (EC) la preparacion
de columnas capilares recubiertas internamente
de capas polimericas ha permitido su aplicacion
en toda una serie de metodos que requieren
bien la eliminacion o disminucion del flujo elec-
troosmotico (p.ej. separacion por pesos molecu-
lares e isoelectroenfoque), bien en la separacion
de toda una serie de sustancias que por sus ca-
ractersticas tienden a adsorberse sobre la pared
de slice fundida del capilar. El desarrollo de
esta tecnologa de columnas capilares ha permi-
tido que el empleo de esta tecnica se ha cada vez
mas generalizado en los laboratorios de analisis.
En esta patente se propone un metodo alta-
mente reproducible para la funcionalizacion de la
pared del capilar. Tras la preparacion que aqu
se describe el capilar queda internamente funcio-
nalizado con grupos vinilo, de forma que puede
ser empleado para su posterior recubrimiento con
cualquier monomero de tipo acrlico o vinlico que
reaccione con dichos grupos (e.g. poliacrialmida
lineal, poliacrilamida entrecruzada, poliacriltato
de etilo, polimetacrilato de etilo, etc.). El pro-
cedimiento consiste en una serie de tratamientos
consecutivos de preparacion de la pared interna
de slice mediante lixiviacion, ataque acido, des-
hidratacion y nalmente funcionalizacion del ca-
pilar con un vinilo derivado.
El recubrimiento interno de la pared del capi-
lar es un requisito imprescindible en CLCA ya que
dicho recubrimiento actua como fase estacionaria.
En el caso de EC el recubrimiento del capilar eli-
mina por un lado el flujo electroosmotico y por
otro el efecto negativo de la adsorcion de algunas
sustancias sobre la pared del capilar. Sobre estos
temas se han publicado toda una serie de traba-
jos de investigacion, los cuales pueden encontrarse
resumidos en los siguientes artculos: Analytical
Chemistry 62 (1990) 403R414R, Analytical Che-
mistry 64 (1992) 3898-4078, Analytical Chemis-
try 66 (1994) 2808-3148, Analytical Chemistry
68 (1996) 5698-5868, Joumal of Chromatography
778 (1997) 3-21. En estos artculos de revision se
mencionan la practica totalidad de los trabajos
que han aparecido relacionados con los diferentes
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tipos de recubrimientos desarrollados para EC o
CLCA, si bien en nuestro conocimiento no se ha
llevado a cabo un estudio tan exhaustivo de los
pasos previos al recubrimiento como el aqu des-
crito.
En la Patente U.S. N 4 680 201, Hjerten pre-
sento un metodo para el recubrimiento de la pa-
red interna de un capilar con una delgada capa
de poliacrilamida utilizando un silano bifuncional
(gamma-metacriloxipropil trimetoxisilano) menos
estable qumicamente que el reivindicado en esta
patente. Novotny y col, (Patente U.S. N 5 074
982) presentaron un procedimiento para recubrir
la pared interna de un capilar de slice fundida con
poliacrilamida utilizando como reactivo bifuncio-
nal un compuesto de Grignard, que conduce a una
buena estabilidad hidroltica del recubrimiento.
Karger y col. (EP 0 541 238 A1) reivindica-
ron un metodo para preparacion de recubrimien-
tos neutros hidrolos utilizando 3-glicidoxipropil
trimetoxisilano como agente bifuncional; la capa
polimerica esta formada por dos subcapas uni-
das qumicamente: la primera contiene poliacri-
lamida lineal sobre la que se une una segunda
capa de dextrano. Shieh (patente WO 95/20157)
describio una patente para la preparacion de ca-
pilares de slice fundida con recubrimientos neu-
tros hidrolos basados en una doble capa: un pri-
mer recubrimiento polimerico hidrofobo covalen-
temente unido a la supercie del capilar (obtenido
a partir de polibutadienil trietoxisilano) sobre el
que se une covalentemente una segunda capa de
poliacrilamida lineal o entrecruzada. Finalmente,
Kerr y Jung (Patente WO 92/05433) patentaron
diferentes procedimientos para unir varios reacti-
vos bifuncionales que involucran funcionalidades
qumicas con carga electrica positiva en la ma-
yora de las condiciones utilizadas en electrofore-
sis capilar.
Asimismo, una serie de empresas de ambito
internacional han desarrollado diferentes tipos de
columnas recubiertas para Electroforesis Capilar,
este es el caso de:
- Bio-Rad Laboratories (Hercules, California,
USA): los capilares estan recubiertos de un
polmero lineal hidrolo.
- Supelco, Inc. (Bellefonte, Pensylvania,
USA) cuyos capilares presentan toda una
serie de diferentes recubrimientos: recubri-
mientos hidrolos, debilmente hidrofobos,
moderadamente hidrofobos y de elevada hi-
drofobicidad.
- Scientic Resources Inc. (Eatontown, New
Jersey, USA): los capilares presentan un
flujo de tipo anodal como resultado del re-
cubrimiento con sustancias de elevada carga
positiva.
- Beckman Inc. (Fullerton, California, USA)
dispone de diferentes kits para diferentes
aplicaciones, presentando la gran mayora
capilares con un recubrimiento de tipo neu-
tro e hidrolo.
- Hewlett-Packard (Arizona, Phoenix, USA)
dispone de dos tipos de capilares recubier-
tos, unos de alcohol polivinlico y otros de
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un polmero entrecruzado; ambos eliminan
los fenomenos de adsorcion y el flujo elec-
troosmotico dentro del capilar.
Descripcion de la invencion
Los capilares empleados para EC y CLCA
consisten normalmente en tubos de slice fun-
dida debido a sus buenas propiedades en terminos
de resistencia mecanica y transparencia a la ra-
diacion ultravioleta-visible. En el caso de EC, la
buena conductividad termica de la slice fundida
ha sido ademas una propiedad determinante pera
su empleo generalizado. Estos capilares una vez
funcionalizados son recubiertos de un polmero
de modo que gracias a esta interaccion covalente
pared-polmero se asegura la durabilidad y resis-
tencia tanto mecanica como qumica del recubri-
miento.
Antes del recubrimiento polimerico, la repro-
ducibilidad de los tratamientos previos es un
factor determinante para conducir a resultados
analticos similares, tanto dentro de un mismo
lote de fabricacion como de lotes diferentes.
La consecucion de los objetivos marcados su-
pone la obtencion de una elevada reproducibi-
lidad en las fases siguientes del procedimiento
de elaboracion: 1) lixiviado con sosa, 2) ataque
acido, 3) deshidratacion y 4) funcionalizacion de
la supercie interna del tubo capilar con un deri-
vado vinlico.
Activacion del tubo capilar. Consiste en los
pasos 1, 2 y 3 y su objetivo es el proporcionar
de forma reproducible una densidad de grupos si-
lanol libres en la supercie del capilar, suciente
para favorecer la subsiguiente funcionalizacion.
Funcionalizacion de la supercie interna ac-
tivada del tubo capilar. Consiste en llevar a
cabo una reaccion qumica entre los grupos si-
lanol superciales y un organosilano que ejerza
una funcion de agente de acoplamiento entre la
pared de slice fundida y el polmero. El organo-
silano empleado presenta un grupo vinlico en el
extremo de cadena.
Ejemplo de realizacion
La columna queda denida con respecto a sus
dimensiones, tomando un trozo de tubo capilar
de slice fundida de dimensiones previamente es-
tablecidas tanto en longitud como en diametro
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interno.
El primer paso en el tratamiento de los capi-
lares consiste en un lixiviado de la pared interna
del capilar. El tratamiento con hidroxido sodico
1 mol/I durante 30 minutos en flujo continuo a
una presion de 5 bares asegura la reproducibili-
dad de este tratamiento tanto para capilares de
un mismo fabricante y diferente lote, como para
capilares de diferentes fabricantes. Una vez lixi-
viados los capilares son lavados con un flujo de
agua durante 1 hora.
El ataque acido consiste en un tratamiento de
los capilares mediante flujo en continuo con acido
clorhdrico 0.1 mol/I durante 2 horas a 70C. Este
ataque elimina las impurezas que presenta en su
supercie interna el capilar de slice fundida y es
seguido por un lavado con agua hasta neutrali-
zacion.
Este proceso continua con la deshidratacion
termica de los capilares, para ello se les introduce
en un homo durante toda una noche a una tem-
peratura de 160C, simultaneamente se les pasa
una corriente de nitrogeno seco (2 bars de presion)
para que arrastre el agua desorbida. La opti-
mizacion de esta fase de deshidratacion mejora
el rendimiento de la siguiente etapa en el trata-
miento de los capilares, es decir, la silanizacion.
El mejor rendimiento en la etapa de silani-
zacion y su mejor reproducibilidad se obtienen
empleando el silano 7-octa-1-eniltrimetoxisilano
puro. El silano es introducido en el interior del ca-
pilar, los extremos del mismo se cierran y se deja
que se produzca la reaccion entre el organosilano
y la pared del capilar a temperatura ambiente du-
rante una noche. Una vez pasado este tiempo el
capilar es lavado con metanol en flujo continuo a
4 bares de presion durante una hora. El capilar
funcionalizado con el silano y lavado queda en-
tonces listo para su recubrimiento con cualquiera
de los polmeros que se han mencionado.
La reproducibilidad de los diferentes trata-
mientos ha sido determinando mediante la me-
dida por triplicado del valor de flujo electroosmo-
tico de las diferentes columnas a cinco valores de
pH distintos (4, 5, 6, 8 y 10), habiendose com-
probado para este estudio un total de mas de 250
capilares.
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REIVINDICACIONES
1. Tratamientos de columnas capilares de
slice fundida para la funcionalizacion de su pared
interna con grupos vinilo caracterizado porque
las columnas funcionalizadas, pueden ser direc-
tamente recubiertas con un monomero acrlico o
vinlico y empleadas en Electroforesis Capilar o
Cromatografa de Lquidos en Columnas Abiertas
y Las columnas son tubos de slice fundida que
por sus caractersticas de composicion qumica,
inercia, resistencia y flexibilidad son adecuados
para su empleo en estas tecnicas analticas.
2. Tratamiento de columnas capilares interna-
mente funcionalizadas segun la reivindicacion 1,
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caracterizado por la aplicacion de un proceso -
sicoqumico de activacion de la supercie interna,
con disoluciones basicas y acidas, seguido de des-
hidratacion termica, para provocar una densidad
de grupos silanol libres reproducible y adecuada
para una correcta silanizacion.
3. Tratamiento de columnas capilares inter-
namente funcionalizadas segun la reivindicacion
1, caracterizado por la aplicacion de un proceso
qumico de silanizacion de la supercie, mediante
un compuesto de tipo organosilano, para redu-
cir la presencia de grupos silanol residuales en la
supercie del capilar y para favorecer el anclaje
covalente del polmero de recubrimiento.
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